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TENORES CIRCULANTES DE ECDISTEROIDES EN TRIATOMA 
INFESTANS (HEMIPTERA, REDUVIIDAE).} 


ANGEL STOKA.2 


INTRODUCCION 


Los dosajes sobre la actividad de hormona de ecdisteroides indican que existe una 
variación y muestran una relación con eventos fisiológicos precisos en relación con la 
muda (Kaplanis y col., 1966; Borst y col., 1974; Bollenbacher y col., 1975; Bouthier 
y col., 1975; Lagueux y col., 1976; Lafont y col., 1977; Maroy y Tamoy, 1978). En 
este trabajo se observó la variación en el tenor circulante de ecdisteroides durante el 
5° estadío ninfal de Triatoma infestans con el objeto de relacionarlo con el metabolis- 
mo de la ecdisona (Stoka y Charreau, 1981). 

El método de dosaje por radioinmunoanálisis (RIA) provee información sobre los 
ecdisteroides presentes en hemolinfa. Se denomina ecdisteroide no sólo a la ecdisona, 
sino también a los compuestos estructurales similares y que poseen actividad biológica 
en el proceso de muda, 


MATERIALES Y METODOS 


Material biológico. 
Se realizaron extracciones de hemolinfa utilizando diferentes estadíos del desarrollo. 
En el 5° estadío ninfal de Triatoma infestans se extrajo hemolinfa cada cinco dias 
desde el momento de la alimentación. La duración del 5% estadío en las condiciones de 
mantenimiento (30°C y 55-65 °/o de humedad) que utilizamos es de 28 díast 2. 
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Todos los animales fueron alimentados una sola vez a replección, Las distintas 
hemolinfas se identificaron por dos números (5.5, 5.10, 5.15,..... , 5.30) el primero de 
ellos indica el estadío, el segundo el tiempo en días transcurrido entre la alimentación y 
la extracción de hemolinfa. Las muestras se guardaron a - 70°C hasta su utilización. 


Reactivos. 

Ecdisona y 20-OH- ecdisona fueron adquiridos a Simes s.p.a. (Milano, Italia) mien- 
tras que colesterol fue provisto por Sigma Chemical Company (St. Louis, U.S.A.), 
20-OH-ecdisona radiactiva (Act, esp, 3,8 Ci/mmol) fue adquirida a New England Nuclear 
(Boston, U.S.A.). 


Sintesis del antígeno y producción de suero anti-20-OH-ecdisona. 

La síntesis del antígeno se realizó de acuerdo a la técnica descripta por Lauer y 
col, (1974), El procedimiento de inmunización fue realizado inyectando subcutáneamen- 
te a cada conejo con una suspensión de 2 mg de antígeno en 0,5 ml de solución fisoló- 
gica + 0,5 ml de Adyuvante de Freund completo. Cada 3 semanas se repitió el procedi- 
miento; a los 15 días de la tercera inyección se medió el título y se extrajo el suero, El 
suero extraído fue fraccionado en alícuotas de 200 ul y guardado a - 70°C hasta su uti- 
lización. 


Medición de la capacidad de unión por adsorción con carbón. 

Fracciones de 50-100 ul de hemolinfa diluídas como buffer Tris 10 mM en una rela- 
ción 1:2 (hemolinfa: buffer), e incubadas con 10.000 dpm de ecdisona-3H durante 16 
horas. Posteriormente se agregó 250 ul de una mezcla carbón -dextrano (0,5 - 0,05 °/o) 
para separar la hormona libre y luego de 10 minutos de reposo los tubos se centrifuga- 
ron a 2500 rpm durante 10 minutos, Todas las operaciones se realizaron a 4°C. La 
radiactividad presente en los sobrenadantes representa la hormona unida, y fue medida 
en un contador Beckman LS-100 C, luego de agregar 3 ml de solución de BRAY (1960). 

La relación de “binding” se obtuvo como: 


r= unido = unido 
| "en A rra 
unido + libre . total 


En todos los ensayos realizados para medir la capacidad de unión se varió la concentra- 
ción de hormona no radiactiva para evaluar la unión mediante el método de Scatchard 


(1949). 


RESULTADOS Y DISCUSION 


Titulación del suero anti-20-OH-ecdisona. 

La titulación se realizó midiendo la capacidad de unión que poseía el suero con res- 
pecto a la hormona radiactiva. A partir de los tres meses de haber realizado la primera 
inoculación se obtuvo una capacidad de unión del 32 °/o con suero diluído 1/10. 

El protocolo de la Tabla 1 indica la capacidad de unión utilizando distintas dilu- 
ciones. Si bien el título obtenido fue muy bajo, dado que normalmente se obtienen valo- 
res de 1:2000 como dilución de trabajo, la especificidad y sensibilidad obtenidas fueron 
aceptables. 
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Figural. Curvas de desplazamiento por competición entre 20-OH-ecdisona y diferentes 
compuestos no radiactivos (colesterol), 20-OH- ecdisona, ecdisona) para medir la especi- 
ficidad y sensibilidad del suero anti-20-OH-ecdisona, 


Medición de la especificidad y sensibilidad del suero anti-20-OH-ecdisona. 

Para medir la especificidad se realizaron curvas de desplazamiento por competición 
entre la 20-OH-ecdisona-9H y: a) ecdisona, b) 20-OH-ecdisona y c) colesterol, no radiac- 
tivos. 

La figura 1 indica el desplazamiento de la radiactividad unida de acuerdo a la masa 
de competidores no radiactivos agregados. La figura 2 muestra un gráfico de acuerdo a la 
representación de Scatchard (1949), del cual se obtuvo el valor de la constante de diso- 
ciación para el complejo 20-OH-ecdisona-suero anti 20-OH-ecdisona. 

Kd = (1,06 + 0,09) x 107 ?mol/1. 

La sensibilidad del ensayo indica que el 50 °/o de desplazamiento se obtiene con 
250 © 15 pg de 20-OH-ecdisona (0,52 + 0,03 pmol) y con 675 + 25 pg de ecdisona 
(1,45% 0,05 pmol). No se observó desplazamiento dentro del rango 0-2000 pg (0-5,6 
pmoles) con colesterol. 

Al realizar los dosajes se utilizó el protocolo que se observa en las Tablas 2 y 3 
para construir la curva de calibración y el dosaje de las muestras biológicas. 

Los resultados obtenidos con el método descripto fueron comparados con los ob- 
tenidos por el método radioinmunológico desarrollado por De Reggi y col, (1975) en el 
cual el marcador radiactivo es la 20-OH-ecdisona-1231 y el ensayo de unión realizado 
por el método de diálisis al equilibrio. Las máximas diferencias entre ambos métodos no 
superan el 24 %o; el coeficiente de correlación entre los valores registrados indica alta 


coincidencia (r= 1,00) (Tabla 4, Figura 3). 
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Figura2, Representación de Scatchard (1949) para obtener la constante de disociación 
(Ka 1K, del complejo suero anti 20-OH-ecdisona/20-OH-ecdisona, 


Al observar los valores de las concentraciones de ecdisteroides en Triatoma infestans 
y compararlos con otras especies de redúvidos es notorio su bajo tenor circulante. Tanto 
en Rhodnius prolixus (Baher y col. 1978) como es Panstrongylus megistus (Furtado y 
col 1976) los máximos valores son muy superiores a los de Triatoma infestans. En la fi- 
gura 4 se observan las variaciones en la tasa de ecdisteroides en el 5% estadio de las tres 
especies mencionadas, El periodo crítico cerebral, en los redúvidos oscila entre el 7° y 
9° día luego de la alimentación. 

El pico de ecdisteroides se sitúa inmediatamente después del período crítico cere- 
bral, si bien la síntesis de ecdisteroides comienza cuando aún el cerebro es necesario para 
la muda. Tanto en Rhodnius prolixus como en Triatoma infestans la presencia de un 
solo pico de ecdisteroides a lo largo del 5% estadío contrasta con Fur strongylus megistus 
que posee uno pequeño y de corta duración (1-2 días) y un segundo mucho mayor y de 
larga duración (6-7 días) a los 8 y 15 días, respectivamente luego de haberse alimentado. 

En Manduca sexta (Truman y Riddiford, 1974; Nijhout y Williams, 1974) también 
se observó la presencia de dos picos que fueron correlacionados con la actividad de las 
glándulas protorácicas para sintetizar ecdisona (Bollenbacher y col, 1975) in vitro, Karlson 
también observó el doble pico de ecdisteroides en Bombyx mori (Shaaya y Karlson, 
1965 b). En los lepidópteros se observa que un solo pico de liberación de ecdisona se 
produce entre las mudas larva-larva y dos picos en la muda larva-pupa. Por otra parte los 
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Figura3, Conrrelacién entre los valores obtenidos sobre la concentración de ecdisterol- 
des (ng/ml) en hemolinfa de Tratoma infestans, durante el 5° estadío ninfal (Tabal III- 
3), utilizando las técnicas de diálisis al equilibrio y carbón-dextrano, 


dípteros tanto en las mudas larva-larva como larva-pupa liberan ecdisona una sola vez, 
que coincide con el tiempo de la segunda liberación en lepidopteros. Se postuló que cuan- 
do se produce un doble pico de ecdisona el primero desencadena las mitosis epidérmicas 
que prosiguen en presencia de bajas concentraciones hormonales, y que el segundo mu- 
cho más importante provoca una síntesis mayor de ARN (Lafont y col., 1977). 

Tratando de relacionar las concentraciones de ecdisteroides en hemolinís con la 
aparición de 1 6 2 pulsos de ecdisona y la ubicación dentro del estadío en que se produ- 
cen, observamos que la variabilidad es grande. En muchas especies estudiadas los niveles 
son altos ( 1 ug/ml = 2 x 106M) con extremos como Locusta Que llega a 2 x 10M 
(Bouthier y col., 1975). 

Aparentemente los altos niveles de ecdisteroidés no serian necesarios para desen- 
cadenar el proceso de muda. Utilizando abdómenes aislados del último estadío larval de 
Manduca sexta Nijhout. (1976) obtuvo pupas manteniendo mediante perfusión un es- 
tado estacionario con baja concentración de ecdisteroides. En total acuerdo con los dos 
picos de ecdisteroides observados en Manduca sexta durante el periodo larva-pupa dos 
perfusiones sucesivas con ecdisona fueron necesarias para la pupación; la muda larva-larva 
necesitó solo una. Por otra parte se ha observado que inyecciones con bajas cantidades 
de ecdisona son más eficientes que una sola de elevada concentración. (Zdarek y Fraenkel, 
1970). Por lo tanto los picos de ecdisteroides de elevada concentración no parecen ser 
necesarios para el desarrollo, 

Es bastante aceptada la teoría que los dos pulsos de ecdisona que se producen an- 
tes de la muda responden al siguiente mecanismo de acción: 

1) El primer pulso, que libera una pequeña cantidad de ecdisona a la hemolinfa, ten- 
dria un efecto directo sobre la reprogramación genética de las células epidérmicas. 

Si la hormona juvenil está presente durante la aparición de este pulso la reprogra- 

mación no se produce y al mudar emerge un estado similar al anterior. 
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Figura 4. Concentracién de ecdisteroides en hemolinfa a lo largo del 5° estadio ninfal 
de tres especies de redúvidos. 


Triatoma infestans: 
Rhodnius prolixus: ------------ 
Panstrongylus megistus: -x —x — 





2) El segundo pulso, mucho mayor, incia los procesos relacionados con la muda, in- 
dependientemente de la presencia de hormona juvenil durante el primer pulso. 
‘Sin embargo existe una discordancia, pues si todo depende de la presencia o ausen- 
cia de hormona juvenil ¿por qué en las especies que presentan dos pulsos en el último es- 
tadio larval tienen un solo pulso en los estadíos anteriores? 


Quizás la presencia del primer pulso hormonal tenga más relación con la diferen- 
ciación al estado adulto que con el proceso de muda en general 

En Galleria mellonella Maroy y Tarnoy (1978) hallaron coincidencia entre la pre- 
sencia de metabolitos muy polares (conjugados) y el 2° pico de ecdisteroides lo cual 
indicaría una alta actividad metubólica de los tejidos en ese momento, Young (1976) 
comunicó que las enzimas implicadas en el metabolismo de la ecdisona son inducibles lo 


cual sugiere que el primer pico hormonal puede resultar en la elevación del nivel de enzi- 
mas activas convirtiendo las hormonas a metabolitós plares inactivos 
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Estos últimos datos no concuerdan con lo observado en Triatoma infestans donde 
la mayor transformación de ecdisona a conjugados se produce al comienzo (5% día) o al 
finalizar el 5° estadío larval (30 dias) (Stoka y Charreau, 1981), mientras que el pico de 
ecdisteroides se sitúa a los 10 días del 5% estadío. 

Con respecto a la ubicación de los picos a lo largo del último estadío larval; tanto 
en Pieris brassicae (Lafont y col., 1977) como en Schisocerca gregaria (Morgan y col. 
1975), Manduca sexta (Bollenbacher y col. 1975) y Galleria melonella (Maroy y Tarnoy, 
1978) el pico principal de ecdisteroides precede al proceso de ecdisis, que se produce en 
forma inmediata. En los redúvidos.que se han dosado ecdisteroides el pico se encuentra 
ubicado cerca de la mitad del estadío. 

Este tipo de diferencias entre holometábolos y hemimetábolos son hasta cierto 
punto esperadas, pero la explicación de estos hechos aún no resulta satisfactoria, 

Evidentemente la presencia de un pico de ecdisteroides en un momento determi- 
nado del estadío es necesario para desencadenar el proceso de muda, Por otra parte ese 
pico debe sobrepasar un nivel umbral, que dependerá de cada especie y que probable- 
mente no deben ser necesarias concentraciones muy altas de ecdisteroides. También 
puede deducirse de los datos .obtenidos por Nijhout (1976) utilizando perfusiones con 
bajas concentraciones de ecdisteroides, que la presencia permanente de determinadas 
concentraciones de ecdisteroides no altera el desarrollo. Esto último puede llegar a tener 
relación con la mayor formación de conjugados el Triatoma infestans al comienzo y fi- 
nal del 5% estadío ninfal, Es el momento en que los ecdisteroides aparecen en bajas con- 
centraciones y las enzimas inactivantes probablemente están actuando con mayor eficien- 
cia; exactamente lo contrario de lo que sucede en la mitad del 5% estadio donde el tenor 
circulante de ecdisteroides es alto y el metabolismo inactivante es menos eficiente. 


TABLA 1 


Titulación del suero anti- 20-OH- ecdisona 





Tubo Buffer Tris-15 20-OH-ecdisona Suero Suero anti- cpm Porcentaje de 
mM. pH 7,0 (mil) ČH ) cpm normal de 20-0H- unidas unión 
conejo (mij ecdisona 





1 0,3 9000 0,1(1:1) = 156 a 
2 0,3 0,1(1:1) = 170 rea 
3 0,3 e 0,1(1:5) 4200 44,55 
4 0,3 = 0,5(1:5) 4150 

5 0,3 de 0,1(1:10) 3000 30,2 
6 0,3 e 0,1(1:10) 2750 

7 04 ~ = 150 a 
B 0,4 9000 a _ 135 si. 


Los números entre paréntesis indican las diluciones del suero realizadas con 
buffer Tris-15: MM pH 7,0 
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TABLA 2 
Buffer Tris Suero antl-20- 20-OH-€cdisona 30-OH-ecdisona dpm Porcentaje 
15 mMpH 7,0 -OH-ecdisona fría pg/100 ul H dpm unidas de unión l 
dilución 1/10 +1 DE 
100 ul 50 ul 23000 8000 +152 100,041,8 
62 5920 +210 74,0 +2,6 
125 5400 +180 67,5+2,2 
250 3720 +95 46,5 41,10 
500 2640 +170 33,0 42,1 
1000 1720 +75 21,5 +0,9 
100 50 2000 23000 1000 +50 12,5 40,6 





Protocolo tipo utilizado en la construcción de la curva de calibración 
para dosaje de ecdisteroides. 


TABLA 3 

Buffer Tris Estadio del 20-OH=<ecdi- dpm unidas Porcentaje Concentración de 

15 nM pH SAE desarrollo sona-3Hd pm +1 DE de unión ecdisteroides na/ 
7,0 ul ul (vol. hemol = mi de hemolinfa 

10 ul) 

50 5.5 23.000 4480 4208 56,0 + 2,6 18,0 + 0,9 
1000 + 136 12,5 +1,/ 201,0 + 28,4 

5,15 3480 + 168 43,5 + 2,1 31,0 21,5 

5,20 5080 +540 63,5 + 6,8 12,0 1,3 

5,25 4360 + 504 54,5 + 6,3 19,5 2,2 

130 50 5,30 23.000 6520 +620 81144 +7,8 314 £0,3 





Protocolo tipo utilizado en el dosaje de ecdisteroides en Triatoma infestans 


TABLA 4 

Estadio Ecdisteroides por mil de hemolinfa 

Diálisis al equilibrio Adsorción por carbón-dextrano 
5.5 14,8 ng/ml 18 ng/mi 
5.10 155 201 
5.15 26 31 
5.20 14 12 
5.25 15 19,5 
5.30 2,6 3,4 


Resuliados obtenidos sobre el dosaje de ecdisteroides, en diferentes momentos 
del desarrollo, por dos métodos radioinmunológicos, 
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SUMMAR Y Ecdysteroids present in haemolymph during the fifth nymphal instar of 
T. infestans were analyzed. This was carried out by using radioinmunoanalysis (RIA) 
The serum that was used revealed high affinity to 20-OH-ecdysone (Kd =1,06 0,09, 
10-9 mol/l). Circulanting tenor in T. infestans hemolymph did not exceed 201 ng/ml 
wich compared to those of other reduvides were markedly low. 


BIBLIOGRAFIA 


BAHER, J. C.; PORCHERON, FPF. et DRA Y, F. (1978) “Dosages radioinmunologiques des 
ecdystéroids et des hormones juvéniles au cours des deux derniers 
stades larvaires de Rhodnius prolixus (Stal) Insectes Hémiptere 
Reduviidae”, Comptes Rendus, 287, serie D, p. 523-526, 

BOLLENBACHER, W. E.; VEDECKIS, W. V,; GILBERT, L. I. and O'CONNOR, J. D. 
(1975) “Ecdysones titres and prothoracic gland activity during the 
largal-pupal development of Manduca sexta” Devel. Biol. 44, 46-53. 

BORST, D. W.; BOLLENBACHER, W.E.;O'CONNOR, J. D.; KING, D.S. and FRISTROM, 
J. W. (1974) “Ecdysone levels during metamorphosis of Drosophila 
melanogaster” Dev, Biol. 39, 308-316. 

BOUTHIER, A.; PENNETIER, J. L.; MAUCHAMP, B. et LAFONT, R. (1975) “Variation 
du taux de f-ecdysone circulante chez Locusta migratoria cinerascens 
Fabr. (Orthopteres, Acrididae) au cours du dernier stade larvaire” C. 
R. Acad. Sc. Paris Série D. 280, 1837-1840. 

BRAY, G. A. (1960) “A simple efficient liquid scintillation for counting aqueous solutions 
in a liquid scintillation counter “‘Analyt Biochem 1, 179-285, 

DE REGGI, M. L.; HIRN, M. H. and DELAAGE, M. A. (1975) “Radioimmunoassay of 
ecdysone, An application to Drosophila Larvae and pupae”. Biochem, 
Biophys, Res. Commun. 66, 1307-1315. 

FURTADO, A.; PORCHERON, P, and DRAY, F. (1976) “Evolution du taux des ecdy- 
sones au cours des deux dernieres intermues de Panstrongylus megis- 
tus (Heteroptera: Reduviidae) “Comptes Rendus, 283, serie D, 
1077-1080, 

KAPLANIS, J.N.; TABOR, L. A.; THOMPSON, M.; ROBBINS, W. E. and SHORTLINE, 
T. I. (1966 b) “Assay for ecdysone (moulting-hormone) activity using 
the house-fly Musca domestica” Steroids, 8, 6254631. 

LAFONT, R.; MAUCHAMP, B.; BLAIS, C. and PENNETIER, J. L. (1977) “Ecdysones 
and imaginal disc development during the last instar of Pieris brassicae” 
J. insect Physiol. 23, 277-283. 

LAGUEUX, M; PERRON, J. M. and HOFFMANN, J. A. (1976) “Ecdysone metabolism 
and endogenous moulting hormone titer during larval-pupal deve- 
lopment in Choristoneura famiferana” J. Insect Physiol, 22, 57-62. 

LAUER , R. C.; SOLOMON, P. H.; NAKANISHI, K. and ERLANGER, B. (1974) 
“Antibodies to the insect moulting hormone f-ecdysone” Experientia 
30, 560-562. 

MAROY, P. ando TARNOY, K. (1978) ""Moulting hormone level during the last instar 
Galleria mellonella larva” J, Insect Physiol, 24, 325-327. 


124 Revista de la Sociedad Entomólogica Argentina 41 (1-4), 1982 


MORGAN, E. D.; WOODBRIDGE, A. P, and ELLIS, P. E. (1975) “Studies on the moul- 
ting hormones of the desert Locust, Schistocerca gregaria” J. Insect 
Physiol. 21, 979-993, 

NIJHOUT, H. F. and WILLIAMS, C. M. (1974) “Control of moulting and metamorphosis 
in the tobacco hornworm, Manduca sexta (L): Growth of the 
last-instar larva and the decision to pupate” J. Exp. Biol.61, 481-491. 


NIJHOUT, H, F. (1976) “The róle of ecdysone in pupation of Manduca sexta” J. Insect 
Physiol, 22, 453-463. 

SCATCHARD, G. (1949) “The attractions of proteins for small molecules and ions” 
Ann, N. Y, Acad, Sci. 51, 660-672. 

SHAAYA, E. and KARLSON, P. (1965 a) “Der Ecdyson titer während der Insektenent- 
wicklung IV. Die Entwicklung der Uepidopteren Bombyx mori L. 
und Ceruva vinula L.” Develop, Biol. 11, 424-432. 

— (1965b) “Der titer wahrend der Tmektenentwicklung II, Die postem- 

bryonale Entwickling der Schmeissfliege Calliphora erythrocephala 
Meig” J, Insect Physiol, 11, 65-69, 


STOKA, A. and CHARREAU, E. H. (1981) “Ecdysone metabolism in Triatoma infestans 
(Hemiptera, Reduviidae) in vivo” Insect Biochem. 6, 653-656. 

TRUMAN, J. W. and RIDDIFORD, L. M. (1974) “Physiology of insect rhythrns III. The 
temporal organization of the endocrine events underlying pupation 
of the tobacco hornworm” J, Exp. Biol. 60, 371-382. 

YOUNG, N. L. (1976) “The metabolism of ?H-moulting hormone in Calliphora erythro- 
cephala at the mature larval and white puparial stages “Insect Biochem. 
6, 1-12. 

ZDAREK, J. and FRAENKEL, G. (1970) “Overt and covert effects of endogenous and 
exogenous ecdysone in puparium formation of flies” Proc. Natl. 
Acad, Sci, U.S.A, 67, 331-337. 


